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® n^L CUleS f/ a « { 1 5 PJ?P rl * t *» ;i™iunogenes de I'antigene HBs et portant un site antigenique etranger aux epitopes 
cnnttn»nt r ISSS^ H f, S * V"*™" 0 * ce, ' u,e f. animates pour la production de telles particules et compositions 
contenant de telles particules pour la production de vaccins mixtes. 

© L'invention concerne des particules presentant les ca- 
racteristiques essentieiles des particules a base d'antigene 
HBs, ces particules etant constitutes a partir d'un polypep- 
tide majeur caracteristique de I'antigene HBs auquel a ete 
incorporee une sequence potypeptidiaue atrannfem pnnrvnp 
aun site immunogene distinct de ceux normalement portes 
par le gene S. L'invention concerne encore des ADN recom- 
binants codant pour le polypeptide majeur transforme ainsi 
qu'indique ci-dessus et des lignees cellulaires transformees 
parcet ADN recombinant, etcapables, notamment lorsque la ' 
sequence etrangere d'aminoacides comporte au plus 
16 aminoacides, d'etre excretees dans le milieu de culture 
de ladite iignee cellulaire. 
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Particules aypnt les Propriety i^n n ooen^ rl ■=» iVgyvkL- 

Cene HF '^ ^ P ° rtant ^ un sire antigenic,,. etranc P r a „v 

5 epi *°? es P"t**b B^r l'antioPn P H p e , vent , wir , » t ec]1 m »« 
aaiaales pour l« pro^nrtion de tej l gs eaxt^qes et r- nm - 
P ° sitions S^mtenant de telles r> a r^^„ T e s B o„r 1a 
duction de var cins mixtss 

L' invention concerne des particules polypep- 
1Q tidiques le plus souvent sensiblement spherigues, au 
moins en ce qui concerne la plupart d ' entre elles, ces 
particules ayant les proprietes immunogeniques et immu- 
nologics caracteristiques de l'antigene de surface 
(souvent designe par 1 ■ abreviation HBsAg ou encore plus 
^ simplement HBs ) du virus de 1' hepatite virale B et por- 
tant en outre au moins une sequence peptidique etrangere 
au polypeptide normalement code par le gene S du virus 
de I' hepatite B. L' invention concerne egalement des ADNs 
recombinants et des lignees cellulaires eucaryotes , de 
2q preference d'origine animale, capables d ' excreter dans 
leur milieu -de culture des particules polypeptidiques du 
genre sus-indique. 

On rappellera tout d'abord que le serum des 
porteurs chroniques du virus de 1 ■ hepatite B (HBV) con- 
25 tient des enveloppes virales vides sous formes de par- 
ticules ou filaments de 22 run de diametre et parfois des 
virions complets infectieux, particules spherigues de 42 



nm . 



30 



35 



Les enveloppes vides, une fois purifiees a 
partir de serum de porteurs chroniques du virus, sont 
utilisees pour la fabrication de vaccins centre 1 'hepa- 
tite b. on sait qu'il est maintenant egalement possible 
d'obtenir des particules de 22 nm en grande guantite, 
par d'autres precedes . Les manipulations genetiques du 
gene codant pour la proteine majeure des particules 
(Gene S) ont permis leur production dans des lignees 
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cellulaires en culture (M.F. DUBOIS et al . , (1980), 
Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 77 , 4549-4553), dans des 
levures- (P. VALENZUELA et al . , (1982), Nature, 298, 
347-350) ou par 1 ' interroediaire de virus recombinants 
(G.I*. SMITH et al . ( 1983), Nature, 302, 490-495). One 
methodologie pour produire ces particules comprend la 
transformation de cellules eucaryotes par un vecteur 
approprie, contenant le gene S sous la dependance d'un 
promoteur efficace r la culture des cellules transfor- 
mees et la recuperation des particules produites, soit a 
partir des cellules prealablement lysees, soit a partir 
du milieu, de culture, lorsgue les particules y ont ete 
excretees par les lignees cellulaires utilxsees (notaa- 
ment dans le cas de 1 1 utilisation de cellules de singe r 
par exemple du type VKRO) . 

Le polypeptide majeux code par le gene S, en- 
trant dans la constitution de ces particules, est cons- 
titue de 226 acides amines et possede un poids molecu- 
laixe de 25 . 400 daltons . II a ete montre egalement que 
dans le polypeptide constitutif, certaines particules 
naturelles pouvaient egalement etre constitutes d'un 
polypeptide de poids molecrulaire plus eleve, de 1 * ordre 
de 34.000 daltons, contenant la sequence polypeptidique 
25 du susdit polypeptide majeur, ayant la meme extremite 
C-terminale que le polypeptide majeur et en outre une 
sequence supplement aire de 5 5 aridfi . s amines en po.si t„i cm 



15 



20 



30 



N-terminale (STIBBE X. et GERLICH W.H., (1983), J. Viro- 
logy, 46 , 626-628) codee par la region pre-S du genome 
de 1 ' hepatite B. Cette sequence supplementaire en posi- 
tion N-terminale n'est apparemment pas tres stable dans 
les particules naturelles, et ne semble done pas jouer 
un role important dans la constitution et la cohesion 
des particules d ' HBs . Celles-ci, on le sait, sont cons- 
35 tituees en aggregate organises, peu sensibles aux prote- 
ases, et impliquant une centaine desdits polypeptides 
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majeurs et d'autres constituants, plus particulierement 
lipidiques. Un precede permettant 1 * obtention de compo- 
sitions contenant une proportion notable, pouvant at- 
teindre 35 % du total des polypeptides formes, de par- 
ticules plus stables contenant ladite sequence supple- 
mentaire a receiament ete decr.it (MICHEL, M.L. et al. f 
(1984), Proc. Natl. Acad. Sci . USA, 81 . 7708-7712). II 
met en oeuvre des lignees cellulaires eucaryotes, plus 
particulierement de cellules humaines ou animales en 
culture, transformees au prealable par des vecteurs, 
contenant une sequence d'ADN codant pour les regions S 
et pre-S du genome du virus de 1 ' hepatite virale B, 
placee a l'interieur de ce vecteur, sous le controle 
direct d'un promoteur exogene dont est connue la capa- 
city de permettre 1' initiation efficace de la trans- 
cription des genes directement sous son controle dans 
les cellules eucaryotes, notamment humaines ou animales, 
auxquelles lesdits vecteurs sont destines. On se repor- 
tera par exemple a 1' article de GAL I BERT et Col., 
(1979), Nature, vol. 281, p. 646-650, pour ce qui est de 
ladite sequence d'ADN. 

Lorsque les lignees cellulaires utilisees sont 
originaires du singe, il est avantageux d' avoir recours 

25 

a un promoteur issu du virus SV40 f dont est connue la 
capacite de permettre 1' initiation efficace de la trans - 
cr iption de genes adiacents dans de s cellules de sinap 
Avantageusement, ce promoteur correspond au promoteur 
"precoce" du virus SV40, lequel controle normalement 
1' expression de l'antigene "petit T" ("small T antigen") 
et egalement de I'antigene "grand T" ("large T anti- 
gen" ) . 

La variability naturelle de 1 1 extremite N-ter- 
minale des polypeptides de l'enveloppe du virus de 1 1 he- 
patite B a deja donne a penser que des fragments de pro- 
teines distincts de la susdite sequence supplementaire 
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pouvaient lui etre substitues et fusionnes avec le sus- 
dit polypeptide majeur. C'est ce qu'ont realise VALEN- 
ZUELA et al . r qui ont obtenu dans des levures transfor- 
mees des particules formees a partir de proteines hybri- 
des consistant essentiellement en le susdit polypeptide 
majeur modifie a son extremite N-terminale par un poly- 
peptide supplementaire comportant une centaine d'acides 
amines issus de la glycoproteine D du virus de 1 'Herpes. 
P. VALENZUELA et al . rapportent que ces particules 
transf ormees etaient capables d 1 induire des anticorps 
contre a la fois le virus de 1' hepatite B et le virus de 
1' Herpes (P. VALENZUELA et al (1982), Nature, 298 E 
347-350 et P. VALENZUELA (1984) "In Proceedings of the 
Twelwth International Conference on Yeast Genetics and 
Molecular Biology" (Travaux de la dauzieme Conference 
Internationale sur la Genetique des levures et de la 
biologie moleculaire ) , Edimbourg, (1984), 16)- 

La presente invention a pour but de fournir 
des particules polypeptidiques F ayant les proprietes 
immunogenes de base de 1 ' ant i gene HBs et contenant en 
outre an iuoins une autre sequence peptidique r de pre- 
ference egalement iiBBunogene r en d'autres termes des 
particules polypeptidigues susceptibles d'etre utilisees 
pour la constitution de vaccins mixtes, ayant une stabi- 
lity optimum r 1 ' autre sequence peptidique devant etre 
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ou de preference la glycoproteine majeure ell e-meme de 
l'antigene HBs, se trouve etre synthetise, et ce sans 
que soit sensibleiaent affectee 1 4 architecture particu- 
laire caracteristique des antigenes d ' enveloppe du virus 
de 1 ' hepatite B. 

Elle a encore pour but 1 ' obtention de particu- 
les de ce type qui peuvent r le cas echeant, contenir en 
outre la sequence supplementaire normalement codee par 
la region pre-S du genome du virus de 1 1 hepatite B r a 
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I'etat intact, etant cependant entendu que celle-ci 
pourrait aussi etre modifiee, par exemple selon les 
modalites envisagees par VALENZUELA et al . Mais la 
preservation du caractere intact de ladite sequence 
supplementaire reside dans 1 ' immunogenicite accrue qui 
peut en resulter pour les polypeptides modifies con- 
formes a l 4 invention. 

Les particules selon 1 ' invention qui con- 
tiennent une proportion suffisante des sequences d'ami- 
noacides caracteristiques du polypeptide majeur de 1 ' an- 
tigene HBs , pour conserver a ces particules la structure 
caracteristique de l'antigene HBs, sont caracterisees 
par 1 ' incorporation a ce polypeptide majeur d'au moins 
une sequence d 1 aminoacides etrangere a ce polypeptide 
majeur, de preference elles-memes porteuses d'un site 
immunogene, a 1 ' interieur meme de ce polypeptide majeur, 
notamment en l'une de ses regions hydrophiles normale- 
ment exposees a la surface exterieure desdites parti- 
cules ou f en variante, par la substitution de un ou 
plusieurs aminocides appartenant a ces regions hydro- 
philes par ladite sequence etrangere d 1 aminoacides . 

En particulier la sequence etrangere d 1 ami- 
noacides est inserable dans 1 1 une des regions s ' etendant 
entre les acides amines 32 a 74 ou entre les acides 
amines 110 a 156 du polypeptide majeur dont des formules 
generales ont £t£ p^^nt^s ^=m c 1 ' article dc r. 



30 - 



TIOLLAIS et al . (1981) SCIENCE , vol. 213, pp. 406-411, 
formules qui sont rappelees ci-apres : 



35 




BNSDOCID: <EP. 



_0201416A1_I_> 



0201416 



A 

10 1 



Ket Clu Asn lie Thr Ser Cly Phe Leu Cly Pro Lew Leu Val Leu C In Mi Cly ^ ^ 



21 Leu Leu Thr Ar 5 Me Leu Thr lit Pro CU Ser^ Leu A*p Ser Trp T rp Thr Ser Leu A** 

Ser Pro - v . Thr ■ . 

M Phe Leu C !y Cly Thr Thr Val Cys Leu Cly CJn Asn Ser Cln Ser Pro Thr Ser [Asn h(7 
Thr Thr | U " 

• n ... Me . . ^ 

15 Sef i Pro Thr Ser rro Thr C r* Pro Cly Tyr Arc Tri> het Cys Leu Arj Ar 9 Phe 

Thr ---- - - 

*1 lie he Phe Leu Phe Me Leu Leg Leu Cys Leu He Phe Leu Leu Val Leu Leu Asp Tyr 

Thr . Pro . 

lOt Cln Cly H-t Leu Pro Val Cys Pro Leu Me Pro Cly Ser Ser THr Tl»r Ser Thr Cly Pro 

Ser Ser 
. - * Lys Thr Pro Asn Pbe 

2q121 Lys Arg Thr Cy$ Wet Thr Thr Ala Cln Cly Thr Ser h«t Tyr Pro Ser Cyt Cys Csy Thr 
Arc Thr Pro f le " Tyr 

Thr j . Ait 

1*t Lys Pro Ser asp Cly fAsn Cys Thrf Cy* Me Pro Me Pro Ser Ser Trp AU Phe Cly Lys 
Ser ^ Cly 

Tyr Vat 
1&! Phe Leu Trp Cits Trp AU Ser Ala Arj Phe Ser Trp Leu Ser Lev Leu Va! Pro Phe Val 
PHe Ala 

Thr AU 
„l8l Cln Trp Phe Val Cly Leu Ser Pro Thr Vat Trp Leu Ser Va I fie Trp ftet ftet Trp Tyr 

He val 
Var * Me 

20t Trp Cly Pro Ser Lee Tyr Ser Me Lei* Ser Pro Phe Lew Pro Leu Leu *r© fit Phe Phe 

L*u Leu 



22 1 



Cyt Leu Trp V* I Tyr fie 
AU 
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II est rappele que la formule du peptide ma- 
jeur est sujette a variations. En particulier les diffe- 
rences au niveau des acides amines constitutifs observes 
par VALENZUELA et al . (1980) "Animal Virus Genetics" 
(Genetique des virus d ' animaux ) , B. FIELDS , R. JAENISCH, 
C.F. FOX, Ed: Academic Press, New York, p. 57, apparais- 
sent au-dessus des lignes principales de ladite formule, 
^ celles observees par Pasek et al, Nature (London), 282, 
575 (1979), apparaissent au-dessous desdites lignes 
principales . 

L ' invention concerne done plus particulie- 
rement des compositions utiles pour la fabrication de 
vaccins qui contiennent des particules polypeptidiques 
sensiblement spheriques (ou qui est formee par ces par- 
ticules), au moins en ce qui concerne la plupart d ' entre 
elles (sinon toutes) , qui ont les proprietes immunoge- 
mques et immunologiques caracteristiques de l'antigene 
^ HBsAg , qui ont des tallies de 18 a 25 nm, notamment de 
20 a 22 nm, et des densites permettant leur isolement 
dans une zone de densite de 1,20-1,22 g/ml dans un 
gradient de densite a base de CsCl , et un niveau de 
purete totale pour ce qui est de 1 'absence de toute 
particule de Dane et d'antigene HBe, y inclus HBc , ces 
particules etant plus particulierement caracterisees par 
la presence desdites sequences etrangeres dans les ron- 
di tions sus-indiou^s 
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La taille des sequences etrangeres suscepti- 
bles d'etre inserees a l'interieur du polypeptide ma- 
jeur, tel qu'il vient d'etre defini, peut etre modifiee 
dans de grandes proportions. II est possible d ' intro- 
duire des sequences d ' aminoacides pouvant comporter par 
exemple jusqu'a 1O0 aminoacides, voire da vantage . II est 
cependant avantageux que la sequence peptidique etran- 
gere ait une taille ne depassant pas 16 aminoacides, 
notamment de 5 a 1 6 , par exemple de 6a 13, surtout dans 
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le cas ou elle est inseree dans le polypeptide majeur, 
sans suppression d 1 un nombre sensiblement equivalent des 
aminoacides que celui-ci pouvait comprendre auparavant. 
En effet r 1 1 invention permet le resultat remarquable que 
constitue la possibility de produire dans ceux des sys- 
temes cellulaires qui le permettent , 1 1 excretion des 
particules modifiees conformes a 1 * invention par les 
cellules concernees, lorsque celles-ci ont ete trans- 
formers au prealable par un vecteur approprie contenant 
une sequence d'ADN codant pour le polypeptide modifie 
conforme a I - invention. 

L ' invention concerne naturellement egalesent 
les ADNs recombinants codant pour lesdits polypeptides 
modifies entrant dans la composition des particules 
sus-indiguees. A cet egard, ces ADNs recombinants, et de 
preference des vecteurs les contenant, qui contiennent 
une sequence d'ADN codant pour la region S et, le cas 
echeant, pre-S du genome du virus de l r hepatite virale 
B f sont caracterises en ce que ladite sequence d'ADN est 
local ement modifiee par au mo ins une sequence micleoti- 
dique codant pour la susdite sequence etrangere, en une 
au moins de celles des zones de la region S correspon- 
dant aux regions hydroph.il es du polypeptide majeur sus- 
dit:, et en ce que la region S et, le cas echeant, la 
region pre-S, sont a 1 ' interieur de l'ADH recombinant, 



dont est connue la capacite de permettre 1 1 initiation 
efficace de la transcription des genes directement sous 
son controle dans les cellules eucaryotes , notamment 
humaines ou animales, ou encore aux levures auxquelles 
lesdits vecteurs sont destines. 



tinct ou etranger vis-a-vis du promoteur "endogene", 
normalement associe aux genes S et pre-S dans le genome 




^ 1ft controle direct 



^remcrbeur — c^co gene 



Le promoteur exogene mis en oeuvre est dis- 
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du virus de 1 ' hepatite B. Lorsque ces cellules sont ori- 
ginaires du singe, il est avantageux d' avoir recours a 
I'un des promoteurs issus du virus SV40, qui ont ete 
rappeles plus haut. 

L' invention ne se limite cependant pas a 
1 1 utilisation de ce promoteur particulier r bien que ce- 
lui-ci donne des resultats particulierement favorables, 
eu egard a la production par les cellules transformers 
de polypeptides hybrides conformes a 1 1 invention , ca- 
racteristiques de 1 ' antigene HBs et d ' un recepteur de la 
PHSA, et a leur excretion dans le milieu de culture 
utilise. On peut egalement avoir recours par exemple au 
promoteur tardif de SV40 (qui controle 1' expression des 
proteines VP1 f VP 2 et VP3) . On peut se reporter a la 
carte de restriction du virus SV40 (J. TOOZE, Ed. DNA 
Tumor Viruses, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
Spring Harbor, N.Y., 1980, chaps. 2-5), pour apprecier 
les positions relatives de ces promoteurs et des genes 
codant pour les differents antigenes qui leur sont 
associes . 

II va de soi que 1 1 on peut substituer aux 
promoteurs de SV40 tout autre type de promoteur connu 
comme possedant ou dont pourrait etre decouverte la 
capacite de promouvoir la transcription dans les lignees 
cellulaires mises en oeuvre desdites sequences c6dant 
pour les susditco regions S el, le cas e u hea uL, pi^-S, 



des lors qu'elles seraient placees sous leur controle, 
avec pour resultat 1 * incorporation de ces sequences avec 
ce promoteur dans le genome des cellules receptrices 
et/ou la capacite conferee aux cellules receptrices 
ainsi transformees de synthetiser et d ' excreter des 
quantites substantielles du polypeptide hybride selon 
1' invention, la capacite ainsi acquise etant ensuite 
transmissible aux generations successives issues de ces 
cellules . 



BNSDOCID: <EP 0201416A1_I_> 




10 



15 



0201416 

10 

Les dites lignees transf ormees seront dites 
"stables" lorsque le caractere acquis par les lignees 
cellulaires selon 1 1 invention de synthetiser les susdits 
polypeptides se transmet d'une generation de cellules a 
1' autre , sur au moins 10 generations. 

A titre d'autres promoteurs susceptibles 
d'etre utilises, on mentionnera par exemple le proaoteur 
precoce du polyome ou des promoteurs LTR de differents 
retrovirus ou encore le promoteur EA de 1 ' adenovirus , 
ainsi que de promoteurs efficaces de genes d'origine 
cellulaire . 

Comme il est bien connu, les promoteurs prele- 
ves sur les genomes des virus dont ils sont originaires 
sont de preference accompagnes des "sequences' 1 activa- 
trices qui normalement les precedent (par rapport au 
sens de la transcription des sequences geniques normale- 
ment placees sous leur controle) . A -titre d ' exemple de 
sequences activatrices r on peut se referer a 1' article 
de Science, 1983 r vol. 219 r pages 62 6 a 631, et Nature, 
1982, vol. 295, pages 568 a 572. 

Avantageusement, la susdite sequence d'ADK 
codant pour les susdites regions pre-S et S est placee, 
immediatement derriere un fragment d 1 ADN constitue par 

25 

le promoteur et la sequence activatrxce permettant la 
transcription normale de la sequence pre-S ou S . I*e 
susdit fragment comprend notamment de 3 DO a 400 paires 
de bases selon le type de promoteur et de sequences 
activatrices utilisees. 

L * invention concerne encore les lignees cel- 
lulaires transf ormees par des vecteurs tels qu 1 ils ont 
ete definis ci-dessus et qui sont aptes a excreter dans 
leur milieu de culture les particules immuno genes ega- 
lement definies ci-dessus. 
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Des lignees preferees selon 1 « invention sont 
formees de cellules de mammif eres , notamment de cellules 
CHO ou VERO. 

L' invention concerne encore un procede de pro- 
duction de telles lignees cellulaires susceptible* 
d'etre maintenues en culture, ce procede comportant la 
transformation de ces lignees avec un vecteur tel que 
defini ci-dessus et l'isolement de celles des cultures 
qui expriment les sequences codant pour la proteine 
hybride de 1' invention. 

Des caracteristiques supplementaires de 1 ' in- 
vention apparaitront encore au cours de la description 
qui suit d'exemples de constructions qui illustrent le 
Principe de base de 1 ■ invention . II sera dans ce qui 
suit fait reference au dessin dans lequel : 

- la figure 1 represente la structure schema- 
tique du plasmide PLAS utilise dans les constructions 
selon 1 ' invention , 

- la figure 2 represente la structure schema- 
tique du plasmide pPAP derive du pLAS et comportant en 
Plus de ce dernier un fragment d 1 ADN synthetique codant 
pour une sequence d ' onze animo-acides de la proteine VP 1 
du poliovirus type I ( souche Mahoney) . 

" Consfcrur-ticm ci** plasm-ides tr a n.f egt s S . 

Plasmide pLA£ - Ce plasmide comprend '(fi- 
g ure 1 ) . == — ===== — = ========= — = 



- la partie codante du gene S (P. Charnay et 
3Q al. 1979) avec son site naturel de polyadenylation 
(fragment StuI (43) BglH ( 1 984 )) dont le site BamHI 
(1400) est supprime par reparation par 1 'enzyme de 
Klenow ; 

ce gene sans promoteur est mis sous la 
^ dependance du promoteur precoce du virus SV40 (fragment 
du virus SV40 compris entre le site PvuII (250) - et le 
site Hindlll (5154) ; 



BNSDOC1D: <EP 0201416A1 J_> 



10 



15 



20 



25 



30 




0201*16 



12 



- le grand fragment BamHI (375) -Sail (650) du 
pML2 (Lusky, M. and Botchan, M. 1981). 

I*e fragment du gene S a ete ligature, au 
niveau de son extremite Bglll a 1 ' extremite BamHI du 
plasmide pML2 (les extremites Bglll et BamHI etant 
mutuellement compatibles) . Le fragment de gene S a par 
contre ete modifie au niveau de son extremite StuI par 
une sequence de liaison nucleotidique (linXer) obtenue 
par synthese chimique et contenant un site Hind III f 
pour realiser une ligation avec 1 ' extremite Hind III, du 
fragment de virus SV40 contenant le promoteur susdit . 
Enfin, 1 ' extremite Sail du fragment issu du plasmide 
pML2 avait ete reparee avant sa ligation avec 
1* extremite PvuII (extremite franche) du fragment de 
virus SV40. 

Les plasmides pIAS ^. f pIAS .^ . 

Ces deux plasmides sent derives du plasmide 
pI,AS decrit ci-dessus par introduction au site unique 
BamHI (4S8) d 1 un ou deux fragments BamHI r d'ADN de 24 
paires de bases derives du pSKS104 (Shapiro et al . 
19 83). Ce fragment de 24 nucleotides codant pour 8 aci- 
des amines dont 1' insertion dans le gene S ne modifie 
pas la phase de lecture r porte un site de coupure pour 
les enzymes de restriction PstI , et deux sites pour les 
enzymes Hind II (Sail, AccI) . 
— EX-£Mf»£E I = 
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Obtention des lignees cellulaires de souris produisant 
la proteine HBs apres transfection puis selection des 
clones producteurs . 

Des cellules LMTK~ (clone 1D ; cellules de 
souris derivees du clone LS29 deficientes en thymidine 
kinase, poussant dans le milieu Eagle modifie par 
Dulbecco (milieu DMEM) , supplements par 10 % de serum de 
veau et de glutamine 4 mM) ont ete cotransf ectees 
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(techniques de Graham et Van der Eb, 1973, modifiees par 
Wigler et al, 1979) par de 1'ADN d'un des trois vecteurs 
(PLAS, P LAS If P LAS TI ) et par 1 ' ADN du plasmide P W por- 
tant le gene de 1 ' aminoglycoside-3 ' -phosphotransferase 
APH3' resistant a la neomycine (Colbere-Garapin et al . 
1981). Les cellules transferees exprimant 1' enzyme 
APH3' sont selectionnees en presence de 400 microgram- 
mes/millilitre d • aminoglycoside G418 (Colbere-Garapin et 
al. 1981). Les clones issus de cette selection so.nt 
alors testes pour la production de la proteine HBs . 
Ainsi 5.10 cellules LMTK ont ete cotransf ectees par 10 
microgrammes d ' ADN du premier plasmide et par 2 micro- 
grammes d'ADN du plasmide pW. Quatre jours apres la 
transfection, le milieu G418 selectif etait applique. 

Les clones viables apparaissant sont isoles, 
mis en culture et testes quant a leur capacite de pro- 
duction de l'antigene HBs dans le milieu. 

La presence d ' HBsAg est detectee a l'aide des 
tests radioimmunologiques A0SRIA II (Abbott Laborato- 
ries). Parmi les clones cellulaires donnant une reponse 
positive, trois clones (LAS, LASI, LASH) correspondant 
aux plasmides pLAS, pLASI, pLASII sont selectionnes pour 
etre caracterises . 

Caracterisation d^s p artjnn^ det.r^^ dans 1 P nH U 
des clo nes cellulaires . 



L« Juries amenes a confluence, le milieu nu- 
tritif des cellules est change et mis a accumuler pen- 

3q dant 48 heures . Le surnageant est ensuite clarifie a 
2OO0 rpm et centrifuge pour sedimenter les particules 
(Smith et al. 1983). Le culot est repris dans du tampon, 
depose sur un gradient de CsCl, centrifuge, collecte et 
les fractions sont testees en R.I. A. (Moriarty et al . 

^ 1981). L'activite HBsAg des proteines modifiees et non 
modifiees se retrouve concentree en un seul pic compris 
entre les densites 1,18 et 1,24 g/cm 3 , densite similaire 
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aux particules purifiees du serum (Pillot et al . 1984). 
Un aliquote est alors depose sur un gradient de sucrose 
(Moriarty et al. 1981). Apres collecte des fractions, 
l'activite HBsAg sedimente en un seul pic de coefficient 
de sedimentation appar eminent identique entre. les trois 
types de polypeptides . 

Caracterisation des sequences du gene S intecrrees dans 
le genome des clones cellulaires LAS, LASI, LA5II . 

Ii 1 ADN cellulaire des clones LAS , LAS I , LASH 
est prepare par la methode de Gross-Bellard et al . 
( 1973) et digere par les enzymes de restriction* Hindlll 
et PstI. Apres electrophorese sur gel d' agarose, les ADN 
sont transferes sur une feuille de nitrocellulose 
(Southern 1975) qui est hybridee avec une sonde radio- 
active fabriguee a partir d'un fragment d 1 ADN contenant 
le gene S selon la methode de translation de coupure 
(Rigby et al. 1977) . 

Apres autoradiographic des repliques sur ni- 
trocellulose, on met en evidence qu'un ou plusieurs ge- 
nes ont ete integres dans les trois clones. De plus, un 
site PstI existe uniquement au niveau du gene S modif ie 
des clones cellulaires LASI et LASII. Ce site PstI 
n* existe pas dans la sequence naturelle du gene S utili- 
se (P . Charnay et al . 1979) mais bien dans les fragments 
d ' ADN etrangers inseres dans les plasmides pLASI et 
pi*A5XX utilises. 

Igmunoprecipitation par un serum anti-HBsAcr des protei- 

nes excretees par les clones LAS , LASI et LASII . 

Les clones cellulaires a confluence sont lar- 

35 

ques avec de la methionine [ S] pendant 48 heures et 
les surnageants immunoprecipites par des anticorps de 
lapin anti-HBsAg (Behring) puis par de la proteine A 
Sepharose (Pharmacia) en presence de NP40 0,5 %. Apres 
lavage r les immunoprecipites sont deposes sur un gel de 
. polyacrylamide 15 % d* apres la technique decrite par 
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Laemmli (1970) en presence de marqueurs de poids mole- 
culaires (Pharmacia). Les gels traites et seches sent 
alors exposes en autoradiographic . 

Deux bandes majeures apparaissent pour chaque 
surnageant. Leur poids moleculaire est respectivement de 
23000 et 27OO0 pour le clone LAS , 24750 et 28500 pour le 
clone LASI, 26OO0 et 290OO pour le clone LASII. 

Le plasmide pLAS se revele efficace pour pro- 
mouvoir 1 ' expression d ' HBsAg dans les cellules L. De 
Plus, le plasmide pLASI porte des sites de restriction 
supplementaires dans la region codante du gene S, ce qui 
peut faciliter 1 ' introduction de sequences nouvelles. 

Le fait de pouvoir detecter en R.I. A. des 
structures semblables aux particules d ' HBsAg dans les 
surnageants cellulaires nous permet de dire que les 
structures induites par les plasmides pLASI et pLASII 
conservent, au moins , une antigenicity partiellement 
similaire a celle des particules de serum humain. L' in- 
sertion des 8 ou 16 acides amines utilises n'empeche pas 
1' excretion des proteines d' HBsAg modifiees du cyto- 
plasme vers le milieu exterieur des cellules L. Le choix 
du site BamHl pour effectuer des insertions dans le gene 
S se revele judicieux. En effet, il correspond au debut 
de la region hydrophile majeure de la proteine (P. 
Tiollais et coll. 1981) et respecte le fait que les se- 
quences hydrophobes rjo-ivp.ru- ^tr^ a „ contact de La ments 
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brane lipidique des particules. Le domaine intermembra- 
naire d' HBsAg responsable de la structure des particules 
de 22 nm ne subit vraisemblablement que des transitions 
conf ormationnelles mineures. 

Les analyses sur gradient de chlorure de ce- 
sium et de sucrose des surnageants des clones cellulai- 
res ne permettent pas, dans les limites experimentales 
employees, de mettre en evidence des differences entre 
les structures modifiees et non modifiees. 
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- L * analyse des ADN cellulaires montre que les 
genes S integres portent toujours les modifications ap- 
portees sur les plasmides utilises. 
5 - Les proteines raises en evidence apres immu- 

noprecipitation montrent des differences de poids mole- 
culaires attendues . Cepepdant, le poids moleculaire me- 
sure des proteines modifiees parait superieur au poids 
moleculaire reel (le poids moleculaire d'un fragment de 
10 8aa est en effet de 957). D'autre part, les modifica- 
tions permettent toujours la glycosylation partielle de 
la proteine HBsAg. Les deux bandes apparaissant en gel 
de polyacrylamide sont caracteristiques d'un polypeptide 
glycosyle et non glycosyle. Le residu le plus suscepti- 
15 ble d'etre glycosyle, I'Asparagine 146 (Machida et coll. 
1983} intervient dans la sequence participant au deter- 
minant antigenique majeur a (Pillot et coll. 1984). La 
conformation de cette partie de la proteine doit done 
etre relativement similaire dans les proteines modifiees 
ou natives . 
EXEMPLE XI . 

Production de particules portant rantiaen e de surface 
de 1' hepatite B modifiees par 1' insertio n de sequences 
de la toxine diphterigue . 

L'ADN du plasmide pTD134 con tenant le gene de 
la toxine diphterique (M. Kaczorek et coll. f 1983) est 
coupe par 1 1 enzyme HaeIII r traite par la nuclease BAL31 
puis ligue, en presence de T4 DNA ligase avec des adap- 
tateursBamHl . Apres coupure avec 1 1 enzyme BamHl , les 
fragments sont mis 4 liguer avec 1 1 ADN du plasmide 
pSKS 1 05 (Shapiro et coll., 1983) coupe par la meme en- 
zyme. Cet ADN est alors utilise pour transformer une 
souche d'E. coli. Les colonies sont transferees et ly- 
sees sur des feuilles de nitrocellulose. Ces dernieres 
sont mises a hybrider avec une sonde radioactive fabri- 
quee par translation de coupure a partir d'un fragment 
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purifie sur gel d'acrylamide apres digestion du plasmide 
PTD134 par 1 ■ endonuclease Haelli (fragment Haelll 597- 
s Haelll 746). Les plasmides des colonies hybridant avec 
cette sonde ont ete partiellement sequences grace a la 
methode de Maxam et Gilbert (Maxam et coll., 1980). On 
d'entre eux, contenant 1 ■ insertion d • un fragment BamHl- 
BamHl codant pour les acides amines 20 1-231 du gene de 
1Q la toxine diphterique (Kaczorek et coll . , 1 983 ) a ete 
selectionne. Ce fragment a ensuite ete reintroduit dans 
le site BamHl du plasmide pLAS . 

Le nouveau plasmide pTAS a ete purifie et 
transfecte dans des cellules L de sour is . Apres selec- 
^ tion des clones cellulaires resistant au G418, selon la 
methode decrite au premier paragraphe de 1'exemple I, la 
presence d ' HBsAg est testee dans les surnageants . Sur 20 
clones examines , aucun n'est positif. 

Les cellules de 1o clones sent trypsinees , 
2q lavees 2 fois au P.B.S. et lysees par 3 cycles de con- 
gelation-decongelation dans 250 pi de Tris 10 mM P H 7,4, 
EDTA 1 mM. Le lysat est clarifie a 2000 rpm et teste! 
Tous les lysats des clones contenaient de 1'HBsAg. 

Un clone a ete lyse dans les memes conditions 
^ Des aliquotes ont ete deposes sur des gradients de chlo- 
rure de cesium ou de sucrose en parallele avec des par- 
ticules d'HBsAg purifiees a partir de serum humain 
^"^-J e *" un ete clone tr ansfecte par le plasmide 

PLAS produisant des particules non modif iees . Aucune 
3q difference n'a pu etre detectee entre les particules du 
serum humain et les signaux d ' HBsAg des lysats etudies . 
Cela tendrait a prouver que, meme non excretees , les 
proteines modif iees sont, apres lyse des cellules, dans 
une conformation relativement similaire a celles des 
^ particules "naturelles - . L'insertion au niveau du site 
BamHl (aa112-113) de 1' HBsAg de 32 acides amines codant 
Pour une partie de la toxine diphterique ne permet plus 
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1 ' excretion de la proteine lorsqu'elle est traduite dans 
des cellules L. C'est ce que montrent les experiences 
avec le plasmide pTAS - Cependant, le fait de retrouver 
la proteine modif iee sous forme de particules non 
excretees permet de penser qu'il est possible de 
modifier 1 1 HBsAg et de 1 1 exprimer dans un systeme non 
excreteur (la levure par exemple) . La persistance de 
structures particulaires confere une grande stabilite a 
la proteine, ce qui facilite sa purification. 
EXEMPLE III , 

Production de particules portant l'antiqene de surface 
de I 1 hepatite B modif iees par 1' insertion de sequences 
du virus polio . 

Les 2 brins d'un fragment d'ADN de 47 paires 
de bases codant pour 1 1 acides amines de la proteine VP1 
du poliovirus type I, (acides amines 93 a 103) et pour 2 
sites reconnus par 1 1 enzyme BamHl ont 6te synthetises 
par voie ciiimique grace a un synthetiseur automatique 
(Applied Biosystem) . Les 2 brins ont ete purifies sepa- 
rement sur un gel denaturant de polyacrylamide, puis hy— 
brides. Le fragment a ete coupe par 1 1 endonuclease BamHl 
et insere au site BamHl du plasmide pLAS . Le nouveau 
plasmide pPAP (figure 2) a ete sequence partielleiaent 
(Maxam et Gilbert, 1980), amplifie et introduit dans des 
cellules L selon la methode precedemment decrite dans le 



30 



35 



premier paragrapne ae ± * exemple 1 . Les clones resistant" 
au G418 ont ete isoles, leur surnageant teste pour la 
presence d ' HBsAg ; 14 clones sur 20 ont ete trouves 
positif s . 

Pour la purification des particules de 22 nm, 
les clones cellulaires ont ete mis en culture dans le 
DMEM, et apres huit jours, les surnageants cellulaires 
ont ete clarifies et 45 % d ' une solution de sulfate 
d 1 ammonium a pH 7,5 ont ete additionnes . 
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Le precipite a ete collecte par centrif ugation 
et les granules obtenus ont ete dissous dans 1 0 mM de 
Tris HC1, PH 7,5, 1 50 mM de NAC1 , 1 mM d ' EDTA (TNE), et 
dyalises contre le meme tampon. 

Du CsCL, 0,3 mg/ml, a ete additionne, suivi 
d'une centrif ugation a 4'c pendant 72 heures a 40 krpm 
dans un rotor beckman 60 Ti. 

Des fractions d ' 1 ml ont ete collectees apres 
centrif ugation, et 1 ' HBsAg a ete teste par RIA. 

Les fractions contenant 1'HBsAG ont ete 
regroupees et recentrif ugees dans le CsCl a 4*C pendant 
4 8 heures a 47 krpm dans un rotor Beckman 50 Ti . 

Des fractions de 0,33 ml ont ete recoltees a 
partir du surnageant et la presence d'HBsAg a ete testee 
encore une f ois . 

Les fractions correspondantes au pic d ' activi- 
ty HBsAg ont ete regroupees et dialysees contre le TNE, 
et 1 ' HBsAg a ete precipite par centrif ugation pendant 24 
heures a 28 krpm dans un rotor SW4 1 . 

Le precipite a ete remis en suspension dans 
0,5 ml de TNE et place dans un gradient de saccharose 
lineaire 10-30 % (W/W) dans le TNE avec 0,5 ml de sac- 
charose a 66 \. 

Apres centrif ugation pendant 4,5 heures k 35 
krpm et 4*C dans un rotor SW41, des fractions de 0,33 ml 
ont cLC co ll ucLtL L-i, a par Lii du bUjLXiciytiau L 



Les fractions correspondant au pic d'activite 
HBsAg ont ete regroupees et dialysees contre le TNE. Les 
particules d'enveloppe purifiees ont ete analysees par 
electrophorese sur gel SDS-polyacrylamide suivie d'une 
coloration a 1' argent. 

La concentration en proteine a ete determinee 
par la methode BioRad. 

Les particules purifiees a partir de milieux 
de culture de clones cellulaires (PAP, LAS) transferees 
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par pPAP ou pLAS respectivement ont environ la meme den- 
site dans CsCl* Elles ne different pas signif icativement 
des particules HBsAg humaines , selon les essais de se- 
dimentation dans la saccharose, mais semblent posseder 
des diametres plus variables. 

Les polypeptides HBsAg et HBsPolioAg immuno- 
precipites par un anti-serum anti-HBsAg obtenu a partir 
de particules LAS et PAP respectivement, sont presents 
sous forme gycosylee et non glycosylee. 

La difference d'1,5 kDa entre les poids mo- 
leculaires apparents de 1 1 HBsAg et de 1 1 HBsPolioAg cor- 
respond au poids moleculaire de la sequence inseree. 

Les resultats deaontrent que 1 4 insertion n'era- 
peche ni les interactions specifiques entre proteines et 
lipides necessaires pour 1' assemblage des particules 
d'enveloppe, ni la glycosylation et la secretion des 
particules par les cellules des milieux de cultures. 

Dans le but d'etablir si la sequence de 
poliovirus inseree est bien exposee a la surface des 
particules et d 1 examiner si des changements de conforma- 
tion ont ete induits r des etudes de sensibilite a la 
protease des particules HBsAg et HBsPolioAg ont ete 
realisees. 

Des clones cellulaires (LAS r PAP) ont ete mis 
en culture a confluence r laves deux fois avec du DMEM 

Salis meiliioiiixie er on t : ete incubes penaant Qeux neures 

dans le meme milieu auquel a ete additionne 4 mM de glu- 
t amine et 1 % de serum de veau. 

L' incubation est prolongee de 2 4 heures dans 

un milieu frais contenant 2.10 6 cellules et 100 pCi/ml 
25 

de S-Met (100 Ci/mmole ; Amersham) . 

Apres 6 heures d ' incubation en presence de 30 
pg/ml de Met non marquee, les particules d'enveloppe ont 
ete partiellement purifiees a pairtir de surnageant du 
milieu de culture en le centrif ugeant pendant 24 heures 
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a 28 krpm et 4'c (rotor S w41), suivi d'une centrifuga- 
tl0n a trave " un gradient de CsCl (1,1- 1f6 g/^, 
pendant 24 heures a 35 krpm et 4*c. 

Des fractions de 0,5 ml ont ete collectees et 
des fractions du pic ont ete dialysees centre le P bs 
Des aliquots de 100 pi ont ete melanges avec 50 pi de 
trypsxne (300 pg/ ffi l, Worthington) dans du PBS avec ou 
sans 3 % de p-mercaptoethanol et incubees pendant 2 
heures a 37'C. Puis addition de 50 pi, d • une solution a 
300 Mg/ln i dans le PBSf d . inhibiteur de la tryps±ne de 

S ° ]a (Worthington) . Le volume a ete augmente de 400 pi 
avec du PBS et additionne de 1 % d'albumine de serum de 
boeuf, 1 % de desoxycholate de sodium, 0,1 % de SDS, et 
1 -immune-precipitation a ete obtenue apres une nuit a 
4 C en presence d< antiserum de lapin dirige centre les 
particules d ' HBsAg humaines (Behring) a une dilution 
d'1 = 100. Puis addition de 50 pi de Sepharose-proteine 
A remise en suspension dans 1 volume de 25 mM de 
Trrs-HCl p H 7,2, 2,5 mM d'EDTA et 2mM de PMSF. 

Apres une heure d' agitation douce a 4'C, la 
Sepharose a ete lavee 3 fois avec 10 mM de tris-HCl, pH 
7,2, 150 mM de NaCl , 1 % de triton X-100, 0,1 * de SDS , 
1 % de sodium de desoxycholate et 2 fois avec 125 mM de 
Tris-Hcl, P H 6,8. 

Enfin, les proteines ont ete eluees en faisant 
b purll ix l a ..Cphai.use dans 4U pi d ■ uue solution tampon 
pour electrophorese sur gel. 

L'electrophorese sur gel de 15 % de polyacry- 
lamide a ete realisee selon la methode de Laemli. 

Apres traitement par f luorographie , le gel a 
ere seche et expose a un film Kodak XAR-5 a -70* C. 

On constate ainsi que les particules d ' HBsAg 
sont tres resistantes a la trypsine dans des conditions 
non reductrices alors que 1'HBsPolioAg est complement 
clrve a un site unique (ou plusieurs sites proches) en 
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produisant des polypeptides de poids moleculaires 
apparents de 17,4 et 14,3 kDa . 

Les -tailles des fragments sont compatibles 
avec le clivage de la sequence inseree. 

En presence d'un agent reducteur, 1 ' HBsAg est 
clive exclusivement au niveau de l'Arg-122 (Peterson, 
D-L.) r en generant des fragments de 16,6 et 13,2 kDa 
alors que 1* HBsPolioAg est clive en deux fragments de 
17,4 et 13,2 kDa. 

Ceci indique que le fragment de 14,3 3cDa obte- 
nu dans des conditions non reductrices a partir d l HBsPo- 
lioAg contient Arg 122 et est plus long de 10-12 amino- 
acides au niveau N-terminal que le fragment de 13 r 2 kDa F 
et confirme que le clivage de particules d' HBsPolioAg 
dans des conditions non reductrices s'est produit au 
niveau d'un ou des residus lys de la sequence inseree 
(figure 2) . 

Ces resultats demontrent que la sequence pep- 
tidique inseree est facilement accesible aux proteases, 
c'est-a-dire qu'elle est exposee a la, surface des parti- 
cules hybrides d ' enveloppe . Chez le virus polio du type 
1 (Mahoney) f la sequence peptidigue correspondante a une 
structure noins exposee qui rend le residu lys inacces- 
sible a la trypsine dans des conditions reductrices 
(Fricks et al) . 

hes autres sites de clivage porenrieis dans 
les particules hybrides d 1 HBsPolioAg sont inaccessibles 
pour la trypsine indiquant ainsi que ces parties de la 
molecule d 1 HBsAg reste dans une organisation tres 
structuree . 

Quelques changements conf ormationnels toute- 
fois peuvent avoir lieu dans la region antigenique ma- 
jeure HBs. 
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20 *oi s > a ^ indiqU " ^ la " duction (environ 

20 o ls de la liaison d'anticorps anti-KBsAg aux parti- 
cles d HBsAg deterge par radioi mmuno i ogie , en utlll- 
on de ! P " ticul - d ' HBsAg co Bffie reference et deternd- 

natl ° n d6S P^teines par coloration a 1 ■ argent apres 
SDS-PAGE. 9 nt apres 

et d. H » nT eXP " iences ^'i^unopr^cipitation d ' HBsAg 
et a HBsPoi ioAg par dil£erents s4rums indiquent 9 

™ r-gissent avec des antieorps anti-„ B s- 

A,. at qU e les particules d . HBsPoli 

11,MeM i-unoprecipitees pa, les antieorps 
monoclonal c 3 »mrali sant le poliovirus, et par deL 

Mtl "™ ! ^"rents contra das oligopePtLes 
synthetiques qui contienne^ i „ - Peptides 
>i i-ontiennent la sequence inseree. 

.. AfiD d '* Valuer les Propriety imnunogeniques 

avec ^ r hybrld "' 5 ° Uris °" *** ™isees 

avec HBsAg ou HBsPolioAg (Tableau , , , ta ascites ont 

ate creees intraperitoneale,„en t au »o y en de cellules 

rzr s ne - d.a„ ticor ps a fin d . obten : 

un flurde ucitl„. inmu»ologi q ue„ent sis,ilaire au sera* 
de stnuis (Anaclcer et al) . 

titre ^ VaCCinatio '' ^sAg conduit 4 un haut 

" en antl c°rps reagissant avec das particules hu 
names d ' HBsAg (souris n'1). «=rcules hu- 

Toutefois, les spuria i -aunisees avec 1 • HBsPo- 
(sourrs n 2 et 4 , tableau lb). 

30 , CeGi est en accord avec 1- observation du fait 

,ue les determinants antigeniques HBs sont partielLeL 
dxstordus dans les particules hybrides. 

pa-t etait inS * r6e de Polioviru. VP 1 , d • autre 

Pa.t, etaxt a-.uaologiqu-.nt: active et induit, che 2 
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toutes les souris r des anticorps reconnaissant les pep- 
tides synthetiques porteurs de cette sequence (tableau 
Ic) ainsi que la proteine VP 1 entiere du poliviorus type 
1 (Western blot). De plus, les antiserums obtenus pos- 
sedent une efficacite specifique pour les virus infec- 
tieux ainsi que pour ceux denatures par la chalenr comme 
1 1 indiquent les experiences d f immunopr ecipitation du ta- 
bleau 1d. Plus encore, tous les antiserums possedent un 
titre significatif en anticorps neutralisant les polio- 
virus (tableau Ie) . 

Des resultats preliminaires ont montre que les 
particules d 1 HBsAg sont egalement immunogeniques chez 
les lapins : apres injection de deux doses d , HBspolioAg 
15 (10-40 pg chacune) 3 animaux sur 4 possedent des anti- 
corps immunoprecipitant avec les poliovirions infectieux 
Le potentiel que possedent les particules 
HBsPolioAg d 1 entrainer 1 * apparition d 1 anticorps neutra- 
lisant reconnaissant un epitope rare commun aux poliovi- 
rions infectieux et denatures par la chaleur (Emini et 
al) montre que 1 1 activite de la liaison aux anticorps et 
d 1 immunogenicite de la sequence antinoacide 

correspondante est exprimee au mo ins en partie a la 
surface des particules d'enveloppe HBV. 

Cette courte sequence forme un pic sur la ca- 
pside du poliovirus (Hogle et al ) et peut par consequent 
avoir une structure autonome . 

Dans les particules d 1 HBsPolioAg f les sequen- 
ces avoisinantes de 1 * HBsAg pourraient en plus maintenir 
30 la stabilite ou la flexibility de la sequence de polio- 
virus insere . 
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Les etudes des proprieties immunogeniques de 
i'HBsAg et de 1 ' HBsPolioAg , correspondant aux xesultais 
precedeisment commenres du tableau I f ont ete leaiisees 
de la maniere suivante : 

a) Des souris Balb/C de 8 semaines ont ere 
lmmunisees avec soxt 2 pg d ' HBsAg (n'1), soit 30 pg 
d' HBsPolioAg (n*2 - 4), purifies comme il I'a ete prece- 
demment decrit, pax injection intraperitoneal e en asso- 
ciation avec une emulsion a 50 % d * adjuvant, couplet de 
Freund r renouvelee deux semaines plus tard avec de 
I 1 adjuvant incomplet de Freund. 

Apres trois semaines f des cellules de myelome 
de souris sp2/0-Ag14 (Couillin et al ) out ete injectees, 
suivi par une injection de rappel sans adjuvant . 

La souris n e 5 a ete traitee sans antigene. Les 
fluides ascitiques ont ete collectes apres deux semaines 
et ont ete analyses suivant les procedes qui suivent. 

b) Les titres en anti-HBsAg ont: ete determines 
par le test radioimmunologigue AU5AB (Abott) et sont ex- 
primes en unites Internationales (I.U.) 

c) La liaison au peptide correspondant aux 
aminoacides 9 3-104 des poliovirus VP 1 a ete determine 
par la methode ELISA (Voller et al ) . 

Les puits ont ete enduits avec ce peptide (0 r 5 
pg dans le PBS) pendant une nuit, et les sites inoccupes 
ont ete bloques auec du B5A ( 1 v> Q a . us It PL C contcnant = 
O,05 % de tween-20). 

Apres lavages repetes avec du Tween-20 0,05 % 
dans le PBS, les fluides ascitiques ont ete additionnes 
a une dilution de 1 : 80 dans du PBS contenant 1 % de 
BSA et O r 05 % de Tween-20 et ont ete incubes pendant 2 
heures a 37 *C. 

Les puits ont ete laves, et des anticorps IgG 
anti-souris de chevre (cappell) marques a la peroxydase 
et dilues au 1/1OO0 ont ete additionnes. 
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Apres lavage, addition d • o-pheny lenediamine 
0,5 ug/ml) dans 50 mM de tampon citrate/phos- 
pnate, p H 5, puis apres 10 mn a temperature ambiante, la 
reaction est arretee par addition d'H^so 2,5 %. 

Les serums positifs sont ceux presentant une 
valeur d'absorption (DO) au moins tro ls fois superieure 
a celle du contrcle (souris n*5). 

^ d) Le poliovirus type 1 (Mahoney) a ete marque 
S-Met et purifie par centrif ugation dans un gra- 
dient de CsCl . 

Les virions denatures par la chaleur ont ete 
Prepares par incubation des virions infectieux pendant 
une heure a 56*C. 

Des aliguots de 50 pi contenant 15 000 cpm de 
particules marques au 35 S -Met (Emini et al ) en solution 
dans 150 mM de Nad, 5 mM d ' EDTA , 50 mM de tris , pH 
7,4, 0,02 % de NaN 3 et 0,05 % de Nonid et P40, ont ete 
xncubes en presence de 50 pi de fluides d ■ ascites de 
sourxs pendant une heure a 37 "c et pendant une nuit a 
AC. 

Les complexes immuns ont ete precipites par 
Staphy mrnrn,, l^rgug (souche Cowan I) (Kessler) et leur 
radioactivite a ete testee. Les chiffres du tableau Id 
represented, en pourcentage, les valeurs de 
radioactivite immunoprecipitee . 



w ^ t xLx« en anticorps neutralisant de 
chague serum a ete mesure par test de reduction sur 
Plaque standard avec des cellules Vero, en ajoutant une 
guantite de cent unites formant plaque (plaque forming 
units) de virus polio type 1 (Mahoney). 

Les dilutions inverses de serums (Log 2) don- 
nant 5 % de reduction sur plague ont ete calculees a 
Partir des courbes de regression des valeurs moyennes 
obtenues a partir de 3 experiences. 
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Les experiences avec le gene modif ie du 
plasmide pPAP montrent que les sequences etrangeres in- 
serees dans la proteine peuvent se trouver exposees a la 
surface des particules. Si la conformation initiale des 
sequences exogenes est modif iee, il est raisonnable de 
penser que 1 ' insertion de structures plus grandes ou la 
dele-cion de certaines parties de la proteine HBsAg peu- 
vent resoudre ce probleme. La recherche d'auties sites 
d 4 insertion est aussi possible. One insertion de 8 aci- 
des amines au niveau du residu 50 de 1'HBsAg (au site 
Bal I du gene S) permet la production de particules et 
leur excretion. 

L ' invention permet par consequent la produc- 
tion de vaccins mixtes . 

Si 1 1 on insere la sequence de determinants 
antigeniques etrangers a ceux de 1 * HBsAg , il devient 
possible, si ces dernier s son exposes en surface, de 
fabriquer des vaccins mixtes contre un autre sous -type 
du virus HBV, contre de determinants du core du virus 
( HBcAg , HBeAg) (A.M. Prince et al. 1983, S. Iwarson et 
AL. 19 84) contre les determinants antigeniques de virus 
touchant les memes populations que 1 1 hepatite B (SIDA, 
Herpes) et contre les determinants antigeniques d ' autres 
virus ( T . M . Shinnick et al. 1983). Les huit acides ami- 
nes intervenant dans le determinant antigenique majeur 
de la piu Lei ne VP ^ du poliovirus type 3 (D.MtA. (Events — 
et al . 1983) peuvent etre inseres dans la proteine HBsAg 
par 1 4 intermediaire d'un fragment d 1 ADN synthetise par 
voie chimigue. 

Ce type de manipulation peut aussi permettre 
1' expression de sequences biologiquement actives ayant 
un interet pharmaceutique . 

Les particules produites par les Hepadna virus 
animaux (P.L. Marion et al . 19 83) peuvent etre utilisees 
dans les memes conditions. 
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A ce titre, 1 « invention concerne toute compo- 
sition de vaccin contre 1 ' hepatite virale B contenant 
une dose efficace de particules conforn.es a 1' invention, 
notamment de 3 a 6 microgrammes de proteine/ml, par 
exempie 5 microgrammes de proteine/ml (dose unitaire), 
en association avec un vehicule pharmaceutique approprie 
au mode d ' administration choisi , notamment par voie pa- 
renterale. 

Les pages qui suivent renvoient a la documen- 
tation anterieure a laquelle il a ete fait reference 
dans ce qui precede. 
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REVINDICATIONS 
1 • Particules contenant une proportion suffi- 
5a " te SSqUenCes d'aminoacides caracteristiques du 

Polypeptide maj eur de 1'antigene HBs , pour conserver a 
ces Parucules la structure caracteristique de 1'anti- 
9ene HBS ' —terisees par 1 • incorporation a ce poly- 
peptide ma.eur d'au moms une sequence d ■ aminoacides 
I"" 9 " 6 * " P°^Peptxde ma ,eure, de preference 
elles-memes porteuses d'un site immunogene, a l- in te- 
rieur meme de ce polypeptide majeur, notamment en i'une 
de ses regions hydrophiles normalement exposees a la 
surtace exterieure desdites particules ou, en variante, 
Par la substitution d ■ un ou plusieurs aminoacides a P - 
Partenan* a ces regions hydrophiles par ladite sequence 
errangere d 1 aminoacides . 

teri, ees 2 ' PartiCUlGS SSlon la "indication 1, carac- 
ter 1S ees en ce que la sequence etrangere d ■ aminoacides 
est rnseree dans la region s'etendant entre les acides 
amines 32 et 74 du polypeptide majeur. 

_ . . ^ Particules ^lon la revendication 1, carac _ 

ensees^ en ce que la sequence etrangere d ■ aminoacides 
est rnseree dans la region s'etendant entre les acides 
amines 110 et 156 du polypeptide majeur. 

4. Particules selon 1 ■ une guelconque des re- 

e ; c ;;;:i 1 1± ce que la s , quen ce 

1 L T * n, depassant P as 

16 aminoacides, notamment une taille de 5 a 1 6 , ou meme 
ae b a 13, aminoacides. 

5. Particules. selon 1 - une guelconque des re- 
venaications 1 a 4 r-=>r-=~<-± • 

a n, caracterisees en ce qu'elles r-or. 

e 5 . le »e„, x. 5 , quence POIypeptiai : ue : o ~ 

la r egio „ pre . s du g , no „ e du v . rus ^ 11Mpatlt> v± J ie 

d ' adn co a i n . r: mbinant contenant une ™~ 
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du genome du virus de 1 ' hepatite virale B, caracterise 
en ce que ladite sequence d'ADN est localement modifiee 
par au moins une sequence nucleotidique codant pour la 
susdite sequence etrangere, en une au moins de celles 
des zones de la region £ correspondant aux regions hy- 
drophiles du polypeptide majeur susdit, et: en ce que la 
region S et r le cas echeant, la region pre-S r sont a 
1 1 interieur de 1 ' ADN recombinant, place sous le controle 
direct d ' un promoteur exogene dont est connue la capaci- 
te de permettre 1 ' initiation efficace de la transcrip- 
tion des genes directement sous son controle dans les 
cellules eucaryotes, notamment humaines ou animales , ou 
encore aux levures auxquelles lesdits vecteurs sont des- 
tines . 

7. ADN recombinant selon la revendication 6, 
caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant 
pour la susdite sequence etrangere est localisee dans la 
region du gene S qui code pour le polypeptide qui s ' e- 
tend enrre les acides amines 32 et 7 4 du polypeptide ma- 
jeur entrant dans la constitution de 1 ' antigene HBs . 

8. ADN recombinant selon la revendication 6, 
caracterise en ce que la sequence nucleotidique codant 
pour la susdite sequence etrangere est localisee dans la 
region du gene S qui code pour le polypeptide qui s * e- 
tend entre les acides amines 1 10 et 156 du polypeptide 
maje ur entrant d a ns la coxis - citutioii de 1 ' ctn - Liy ene Hbs. 

9 . ADN recombinant selon 1 ' une quelconque des 
revendications 6 a 8 f caracterise en ce que la susdite 
sequence nucleotidique etrangere code pour un polypep- 
tide ne depassant pas 16 aminoacides et plus particu- 
lierement de 6 a 1 3 aminoacides. 

10. ADN recombinant selon I'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caracterise en ce que le susdit 
promoteur exogene est constitue par l'un des promoteurs 
du virus SV40 . 
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11- Lignee cellulaire provenant d'un hote, no- 
tamment humain ou animal, ou encore de levure capable de 
reconnaitre le promoteur exogene de 1 ' ADN recombinant 
selon 1'une quelconque des revendications 6 a 10, carac- 
terxsee en ce qu'elle con.porte, incorpore dans le geno- 
me, un ADN recombinant conforme a l'une quelconque des 
revendications 6 a 10. 

12 ' Li ^e cellulaire selon la revendication 
11, caracterisee en ce qu'elle est for.ee de cellules 
reconnaxssant le promoteur du virus SV40. 

13. Precede de production de particules selon 
1 une quelconque des revendications 1 a 5, caracteris 
Par la transformation d ' une lignee cellulaire, notamment 
humaxne ou animale, par un ADN recombinant conforme a 
1 une quelconque des revendications 6 a 10, le promoteur 
de 1 ' ADN recombinant etant choisi en conformite avec la 
nature de 1 • bote cellulaire utilise, en ce que 1 • on cul- 
trve le micro-organisme a insi transforme et en ce que 
1 on recueille les particules produites. 

14. Precede selon la revendication 13, carac- 
terxse en ce que la sequence etrangere incorporee dans 
le polypeptide majeur comprend au plus 16 aminoacides et 
en ce que 1 ■ on recupere les particules produites excre- 
tees dans l e milieu de culture du susdit bote cellu- 
laire . 
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FIG. 2 
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